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RESUMO 
xviii 
 
 
Características da textura nuclear, realizadas por análise de imagem 
computadorizada, tem proporcionado informação prognóstica importante em 
várias neoplasias. Recentemente, a dimensão fractal (DF) da cromatina  
tem se mostrado um fator independente de prognóstico na leucemia linfóide 
aguda, no melanona maligno, em carcinomas epidermóides orais e linfomas.Neste 
estudo nós investigamos a influência da DF da cromatina na sobrevida de 
pacientes com mieloma múltiplo. Foram estudados 67 pacientes da nossa 
instituição tratados de acordo com o Grupo de Estudo Brasileiro de mieloma 
múltiplo. O diagnóstico foi feito pelos critérios do “ International Myeloma Working 
Group”. Foi realizado citogenética, eletroforese de proteínas, urina I, com a 
pesquisa de proteína monoclonal, avaliação da função renal e cálcio sérico. Para o 
estadiamento, utilizamos o índice prognóstico internacional (ISS). Para cada 
paciente, foram analisados pelo menos 40 núcleos de esfregaços de medula 
óssea corados com May-Grünwald-Giemsa.  A DF foi determinada com imagens 
transformadas em escala de cinza pelo método Minkowski-Bouligand estendido 
para três dimensões. O “goodness-of-fit” da DF foi estimado pelos valores de R² 
em gráficos log-log. A influência dos parâmetros estudados de sobrevida dos 
pacientes foi analisada pelos métodos Kaplan-Meier e pela regressão de Cox. A 
idade média dos pacientes foi de 56 anos. Segundo o ISS, 14% dos pacientes 
eram do estádio I, 39% eram de estádio II e 47% eram de estádio III.  A análise 
citogenética revelou dois pacientes com alterações do cromossomo 13, dois com 
translocações envolvendo o cromossomo 14 (em um caso, juntamente com -17) e 
um paciente com hipodiploidia. Fatores de risco adicional foram encontrados em 
62% dos pacientes. Na análise univariada, tanto a DF, quanto o goodness-of-fit 
foram fatores prognósticos, este último após estratificação pelo ISS.  Alta 
dimensão fractal e baixo “goodness-of-fit” indicaram um pior prognóstico. Na 
regressão multivariada de Cox, DF, R², ISS e aberrações 
cromossômicas entraram no modelo final, que mostrou-se estável em um estudo 
reamostragem bootstrap. Em resumo, as características fractais da cromatina em 
citologia de rotina revelaram informações relevantes no prognóstico dos doentes 
com mieloma múltiplo.  
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ABSTRACT 
xx 
 
Nuclear texture features, analyzed by computerized image analysis, has provided 
important prognostic information in several neoplasias. Recently, the fractal 
dimension (FD) of the chromatin structure has shown to be an independent  
prognostic factor in  lymphoblastic leukemia acute,in malignant melanoma, in oral 
squamous cell carcinomas and linfomas. In this study we investigated the influence 
of the FD of chromatin on survival of patients with multiple myeloma. We studied 
67 patients from our Institution treated in the Brazilian Multiple Myeloma Study 
Group. The diagnosis was confirmed  by the criteria of International Myeloma 
Working Group. Was performed cytogenetic protein electrophoresis, urine I, with 
the research of protein monoclonal, assessment of renal function and serum 
calcium.The international Prognostic Index (ISS) was used for staging. For every 
patient, images of at least 40 nuclei from May-Grünwald-Giemsa stained bone 
marrow smears were analyzed. FD was determined in gray-scale transformed 
images by the Minkowski-Bouligand method extended to three dimensions. 
Goodness-of-fit of FD was estimated by the R2 values in the log-log plots. The 
influence of parameters studied patients survival was analyzed by Kaplan- Meier 
and Cox regression. Median age of the patients was 56 years. According to ISS, 
14% of the patients were stage I, 39% were stage II and 47% were stage III. 
Cytogenetic analysis revealed two patients with alterations of chromosome 13, with 
two translocations involving chromosome 14 (in one case with -17) and one 
patient with hypodiploid. Additional risk factors were found in 62% of patients. In 
the univariate analysis FD as well as its goodness-of-fit were prognostic factors, 
the latter after stratifying for the ISS stage. Higher FD dimension or lower 
goodness-of-fit indicated a poor prognosis. In the multivariate Cox-regression, FD, 
R2, ISS stage and chromosomal aberrations entered the final model, which showed 
to be stable in a bootstrap resampling study. In short, fractal characteristics of the 
chromatin in routine cytology reveal relevant prognostic information in patients with 
multiple myeloma. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1 Aspectos clínicos e epidemiológicos 
 
O Mieloma Mútiplo (MM) é uma neoplasia maligna caracterizada pela 
proliferação de um único clone de células plasmáticas derivadas das células B na 
medula óssea (Kyle et al., 2003).   
Existe um estágio pré-maligno denominado Gamopatia monoclonal de 
significado indeterminado (GMSI), caracterizada por: 
Níveis séricos de proteína monoclonal <3mg/dl ou 
 Proliferação monoclonal limitada de plasmócitos na medula óssea 
<10%, 
 Ausência de lesões de órgãos periféricos, como os que são 
frequentemente observados no MM, anemia, hipercalcemia, lessões 
ósseas líticas ou insuficiência renal. (Swerdlow, 2008; Rajkumar et 
al., 2007). 
GMSI está presente em aproximadamente 3% da população acima de 
50 anos. A taxa de progressão para mieloma ou para outra neoplasia relacionada 
é de 1% ao ano (Kyle et al., 2002; Kyle et al., 2006). Alguns pacientes podem ficar 
por anos em uma condição intermediária, denominada Mieloma múltiplo latente 
(MML). 
Dos casos diagnosticados de MM, 15% são de pacientes que tinham 
MML (Kyle et al., 2004; Dimopoulos et al., 2000). Este também é assintomático e 
caracteriza-se por: 
 Níveis séricos de proteína monoclonal no soro >3mg/dl 
 Proliferação de plasmócitos na medula óssea igual ou >10% 
 Ausência de anemia, hipercalcemia, lesões ósseas líticas ou 
insuficiência renal. 
O risco de progressão para mieloma sintomático é muito maior, 
comparando com o GMSI, 1% ano, contra 10-20% ao ano (Ross et al., 2005). 
A maioria dos pacientes com MML progride para a doença sintomática, 
entretanto alguns pacientes podem permanecer livres de progressão por anos 
(Dimopoulos et al., 2000). 
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            No MM, os pacientes são sintomáticos e o diagnóstico requerer a 
presença de: 
 Proteína monoclonal no soro e/ou na urina (exceto em pacientes com 
MM não secretor). 
 Células plasmáticas na M.O > 10% 
 Evidência de lesões ósseas líticas, anemia, hipercalcemia ou doença 
renal (Rajkumar et al., 2007) 
Normalmente, o paciente apresenta anemia, infecções bacterianas, 
insuficiência renal, fraturas, hipercalcemia e destruições esqueléticas com lesões 
osteolíticas (Bataille et al., 2003; Richardson et al., 2007).         
O MM é responsável por aproximadamente 10% das neoplasias 
malignas hematológicas e 1% de todas as neoplasias malignas (Kyle, 2008). Sua 
incidência tem sido relatada com maior frequência nos EUA, com 
aproximadamente quatro casos por 100.000 habitantes (Barlogie et al., 2001). Na 
Europa é menor, três por 100.000 no Reino Unido, Suécia e Holanda e 2,5 na 
Espanha, Alemanha e França e menor ainda na Ásia, menos de um por 100.000 
na China e Filipinas e 1,5-1,6 no Japão (Kyle, 2003). Na America Latina há poucos 
registros sobre a incidência e aspectos clínicos em diferentes grupos étnicos. (San 
Miguel et al., 1995). 
É uma doença que afeta predominantemente pessoas idosas, com 
idade média ao diagnóstico de aproximadamente 65 anos (San Miguel et al., 1995, 
Drach, 1998; Barlogie et al, 2001). 
Ocorre em todas as raças e áreas geográficas, mas a prevalência é 
superior em homens e em negros (Morgan et al, 2002). 
As causas de MM ainda são desconhecidas, contudo a exposição a 
solventes orgânicos, como benzeno, pesticidas, herbicidas e radiação, bem como 
alguns fatores genéticos, podem estar envolvidos na etiologia desta doença 
(Schwartz, 2007; Nanni et al, 1998; Durie, 1992). 
Vírus e outros agentes infecciosos têm sido associados à patogênese 
do MM, como o vírus da imunodeficiência humana (HIV) e o herpes humano tipo 8 
(HSV 8) (Samson e Singer, 2001; Souza et al., 2004). 
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A obesidade e fatores hereditários também parecem contribuir para 
uma maior predisposição ao MM (Benjamin et al., 2003). 
 
1.2 Fisiopatologia 
  
O MM é uma neoplasia de células B, caracterizada pela proliferação 
clonal de plasmócitos na MO, que produzem e secretam imunoglobulina 
monoclonal ou proteína M (Mangan, 2005). 
                 As células clonais circulantes do mieloma, através das moléculas de 
adesão celular, fixam-se na medula óssea, onde encontram um microambiente 
apropriado para a sua diferenciação e proliferação. Este consiste em matriz 
extracelular, células estromais da medula, vasos, osteblastos, osteclastos e 
linfócitos (Giuliani et al., 2006; Hayashi et al., 2003). A interação entre as células 
do mieloma com as proteínas da matriz e células do estroma da medula óssea 
contribui para a sobrevivência, proliferação e progressão das células do MM 
(Vacca et al., 1994). 
Estudos recentes, como o de Boissy et al., (2005), mostram que 
os plasmócitos dos pacientes com mieloma múltiplo expressam elevadas 
quantidades de receptor de ativação de fator nuclear kB (RANK), podendo 
estimular o desenvolvimento de osteclastos.  
 As células do MM expressam quimiocinas que induzem o 
aumento da expressão do ligante RANKL pelos osteoblastos e diminuem a 
produção de osteoprotegerina (OPG), sendo este um fator que antagoniza o 
efeito de RANKL preservando a integridade óssea. RANKL liga ao seu 
receptor RANK, iniciando a diferenciação e ativando a sinalização em 
precursores osteoclastos e assim promovendo a reabsorção óssea 
(Mitsiades et al., 2006; Barrilé et al., 2003).  
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1.3 Análise citogenética 
 
As células neoplásicas do MM apresentam uma combinação de 
alterações genéticas (Zandeck, 1996).  
Anormalidades cromossômicas foram identificadas em até 60% dos 
pacientes com MM, por meio de análise citogenética convencional (Durie, 1992; 
Sawyer et al.1995; Seong et al., 1998). 
Segundo Seong et al (1998), mais da metade do número de pacientes 
com MM que tinha anormalidades do cariótipo apresentou hiperdiploidia. Os 
ganhos dos cromossomos 1, 3, 5, 7, 9, 11, 15 e 19 e as perdas dos cromossomos 
8, 13, 14 e X foram as anormalidades encontradas mais frequentes. 
Deleções parciais ou completas do braço longo do cromossomo 13 
foram identificadas em até 50% dos pacientes (Lai et al., 1995; Seong et al., 1998; 
Smadja et al., 1998).   
Translocações envolvendo cromossomo são frequentes no MM, como 
t(4;14), que ocorre em aproximadamente 15% dos pacientes com mieloma e é 
detectada por hibridização in situ com a utilização de fluorescência, conhecida por 
FISH, sendo esta a translocação mais comumente encontrada (Chang et al., 
2007). 
Translocações envolvendo t(14;16) são identificados em apenas 2-9% 
dos pacientes com MM (Chang et al., 2007; Fonseca et al., 2002).  
Anormalidades numéricas do cromossomo 17, como trissomias foram  
identificadas em cerca de 10% (Drach et al.,1998; Avet-loiseau et al., 1999) e a 
monossomia do cromossomo 17 foi identificada em cerca de 5% (Schultheis et al., 
1999). 
 
1.4 Manifestações clínicas  
As manifestações clínicas são consequência direta da infiltração 
neoplásica medular e da presença da proteína monoclonal no sangue e/ ou na 
urina (International Myeloma Foundation, 2005). 
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Os principais sinais e sintomas da doença incluem dor óssea associada 
ou não a fraturas patológicas, fraqueza, emagrecimento, alterações da função 
renal, anemia, hipercalcemia e aumento da susceptibilidade a infecções 
bacterianas (Souza et al., 2004; Boccadoro, 1997; Barlogie et al., 2001).  
O sintoma clínico frequentemente observado é a dor óssea. Ela está 
presente em aproximadamente dois terços dos pacientes ao diagnóstico. A dor 
óssea persistente e localizada geralmente indica fratura patológica associada a 
trauma mínimo e as fraturas patológicas estão presentes em 30% dos pacientes 
ao diagnóstico (Kyle, 1975; Dvorak, 2006). 
O aumento da reabsorção óssea relacionada ao MM pode levar a 
hipercalcemia. Em 30% dos casos o paciente apresenta um quadro clínico de 
hipercalcemia no momento do diagnóstico (Barose et al., 2004). Os sintomas 
clínicos são: fadiga, náuseas, vômitos, constipação, fraqueza, letargia e 
insuficiência renal.  
Grande parte dos pacientes apresenta anemia devido à insuficiência 
renal, ou ao aumento das interleucinas e TNF-α levando à anemia de doença 
crônica (Birgegard et al., 2006).  
 A maioria dos pacientes possui grau moderado de insuficiência renal 
com níveis de creatinina menores que 4mg/dl (Maiolino e Magalhães, 2007). A 
reversibilidade da função renal pode ocorrer em mais da metade dos pacientes 
influenciando na sobrevida destes (Barose et al., 2004). A presença de cadeias  
leves de imunoglobulina (Ig), a chamada proteína de Bence Jones, está associada 
aos casos de acentuada insuficiência renal (Maiolino e Magalhães, 2007). 
A amiloidose, caracterizada pela deposição de fibrilas de proteína 
insolúvel (amiloide) em órgãos e tecidos, pode ser vista em 5 a 15% dos pacientes 
com MM (Gallo, 1991). 
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1.5 Aspectos laboratoriais  
 
 A anemia normocítica e normocrômica ocorre em 60% dos casos. 
Em aproximadamente 95% dos casos apresentam intensa aglutinação dos 
eritrócitos, formando verdadeiras pilhas de eritrócitos conhecidos como rouleaux e 
que são facilmente observadas em esfregaço de sangue periférico (Failace, 2003). 
A proteína monoclonal no soro, na urina ou ambos, é o achado mais 
importante, e que ocorre em 95% dos casos de pacientes com MM. A eletroforese 
de proteínas mostra no soro um pico monoclonal (estreito e pontiagudo) em 80% 
dos casos (Kyle, 1999). 
A imunofixação de proteínas é utilizada para a confirmação da presença 
e identificação da proteína monoclonal, determinando o tipo de cadeia leve e 
pesada da Imunoglobulina. Pode ser realizado no sangue e/ou na urina (Bottini, 
2007). 
Quando analisados a maturação e a morfologia das células plasmáticas 
(plasmócitos) alguns parâmetros como núcleo, cromatina e relação núcleo-
citoplasma (N/C) podem levar a uma subclassificação dessas células e assim, 
estabelecer um prognóstico (Goasguen, 1999). 
A avaliação laboratorial do paciente portador de MM deve incluir ainda:  
dosagem sérica de cálcio, ácido úrico, desidrogenase lática e β-2-microglobulina  
(Zaidi e Vesole, 2001). 
A confirmação diagnóstica ocorre com a detecção de mais de 10% de 
plasmócitos atípicos na M.O, porém seu porcentual varia significativamente na 
dependência do local e da qualidade do material aspirado. Em 6% dos pacientes 
somente a biópsia é capaz de demonstrar a infiltração medular (San Miguel et al., 
2006). 
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1.6 Estádio e fatores prognósticos  
 
A sobrevida do paciente com MM varia de poucos meses a mais de dez 
anos, com sobrevida média aproximada de 3 a 4 anos (Samson e Singer, 2001). 
Esta heterogeneidade está relacionada às características do próprio MM e do 
paciente. O estádio clínico é importante para predizer sobrevida, auxiliar na 
escolha do tratamento e estratificar adequadamente pacientes em estudos clínicos 
(Greipp et al., 2005). 
O sistema de estádio clínico proposto por Durie & Salmon (1975), 
baseia-se na combinação de dosagens de: hemoglobina, cálcio sérico e 
componente monoclonal, acometimento ósseo e fatores que se correlacionam à 
massa tumoral com níveis de creatinina sérica. O sistema subdivide a doença em 
três estádios diferentes e os subclassifica em A ou B dependendo da função renal . 
Embora este sistema de estadiamento seja classicamente utilizado na avaliação 
da sobrevida, recentes avanços no estudo de sobrevida mostram que esse 
sistema não é capaz de se relacionar adequadamente à sobrevida global e ao 
tempo livre de progressão (Zaidi, 2001). Por isso, novos parâmetros têm sido 
desenvolvidos tentando-se uma correlação clínica mais adequada e uma melhor 
identificação de subgrupos que consequentemente, necessitam de abordagens 
diversas.  
A β2 microglobulina sérica foi identificado como o fator prognóstico 
isolado mais importante (Bataille et al., 2003; Jacobson et al., 2003). Com isso, a 
combinação de β2 microglobulina e albumina sérica resultou em um sistema de 
estadiamento simples e confiável, possibilitando uma estratificação em três 
estádios, denominado Sistema Internacional de Estadiamento (ISS) (Greipp et 
al.,2005).  
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A estratificação se dá em três estadios: 
 
Tabela 1. Sistema Internacional de Estadiamento (ISS) 
 
ESTADIO CRITÉRIO 
 
I  -2 microglobulina sérica <3,5mg/dL 
Albumina sérica > 3,5 g/dL 
II  2 categorias:
 -2 microglobulina sérica < 3,5 mg/L, mas 
albumina sérica < 3,5 g/dL 
 
Ou 
 
 -2 microglobulina 3,5 - 5,5 mg/L independente 
da albumina sérica 
 
III 
 
 -2 microglobulina sérica > 5,5 mg/dL 
 
               
 
A idade, anemia, creatinina sérica, níveis de cálcio, proteinúria de 
Bence Jones, subtipos classe de imunoglobulina, lactato desidrogenase (LDH), e 
as concentrações de proteína C-reativa são descritos como fatores prognósticos 
adicionais, e também anomalias citogenéticas (Leleu et al., 2005; Tinguely et al., 
2007; Rajkumar e Buadi, 2007).  
Atenção especial tem sido dada à morfologia das células, que é 
considerada um fator independente de prognóstico no MM por mais de duas 
décadas (Leleu  et al., 2005; Goasguen et al., 1999). 
No entanto, o reconhecimento de subtipos como plasmoblastos, 
pode ser muito difícil, mesmo quando feita por observadores experientes levando 
a uma variabilidade interobservador considerável. Por outro lado, estudos 
experimentais utilizando análise de imagem computadorizada demonstraram que 
as alterações subvisíveis da arquitetura da cromatina em células do mieloma 
estão associadas a alterações importantes da fisiologia da célula, como a 
resistência adquirida a medicamentos (Genty  et al., 2005; De Bruyne et al., 2008).    
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  Quando analisamos a maturação e a morfologia dos plasmócitos, 
alguns parâmetros como núcleo, cromatina e relação núcleo-citoplasma (N/C) 
podem levar à subclassificação das células e serem utilizadas como parâmetro 
prognóstico (Goasguen, 1999).  
          Goasgen (1999) investigou as características morfológicas dos 
plasmócitos, com o objetivo de verificar o impacto da análise sobre a evolução do 
paciente. Os critérios que ele utilizou foram: nucléolos, cromatina blástica 
e relação núcleo/citoplasma (N/C) e colocou. A combinação desses três 
itens produz uma subclassificação em quatro subtipos celulares. Ele colocou 1 
para presença dos critérios morfológicos e 0 para a ausência.  
Os observados com maior frequência foram: P111, P110, P100, 
P000. 
   As principais alterações na morfologia dos plasmócitos são 
representadas na figura 1. 
 
            Figura 1. Representação das células plasmáticas de acordo com as alterações 
morfológicas. Mais maduras: P110, P101 e P100. Mais imaturas: P111 e P011. 
Atípicas: P010, e P000. Célula em apoptose: P001. Nucléolos salientes em P111, 
P101 e P100, sendo portanto independente do grau de “diferenciação”.  
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1.7 Tratamento e critérios de resposta 
O tratamento do MM deve ser iniciado imediatamente em pacientes 
sintomáticos que apresentarem quadro de anemia, hipercalcemia, lesões ósseas, 
lesões renais, hiperviscosidade, infecções bacterianas recorrentes e/ou amiloidose 
(Barosi et al., 2004). Nesse caso, temos dois grupos de pacientes: os que são 
considerados elegíveis ao transplante de medula óssea (TMO) e os não elegíveis.  
Os critérios utilizados para colocar os pacientes em um desses grupos 
baseiam-se em idade, nível de desempenho (performance status) e presença de 
comorbidades (Kyle; Rajkumar, 2008). 
Os critérios de exclusão para o TMO são: pacientes com idade superior a 
65 anos, com Performance status ruim ou com idade superior a 70 anos, com 
insuficiência renal, se esta não for revertida e outras co- morbidades (Facon, 
Darre; 2007). 
Atualmente para pacientes com indicação de transplante autólogo, são 
preferíveis regimes de quimioterapia não mielossupressores, como: Talidomida, 
Dexametasona (tal/dexa), Lenalidomida, Dexametasona (lena/dexa) ou 
Bortezomibe, Talidomida e Dexametasona (BTD) (Rajkumar et al., 2006; Lacy et 
al.,2007). 
Para pacientes inelegíveis para o TMO pode-se indicar: Melfalan, 
Prednisona e Talidomida (MPT), Melfalan, Prednisona e Bortezomibe (MPB), 
Melfalan, Prednisona e Lenalidomida (MPL) ou Talidomida, ciclofosfamida, 
dexametasona (Tal/Ci/Dexa) (Longsworth et al., 1939; Jagannath et al., 2005). 
Há também o tratamento de suporte e faz-se a partir do uso de 
bifosfonatos, que inibem a reabsorção óssea mediada por osteoclastos, reduzindo 
assim a dor óssea, a hipercalcemia e a incidência de fraturas ósseas. 
Administração de eritropoetina para o tratamento da anemia e para controle da 
insuficiência renal (Hughes e Soutar, 2005). 
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Também pode ser indicada vacina contra pneumococos e influenza 
principalmente em pacientes submetidos a tratamento com mielossupressores 
(Kyle et al., 2000). 
 
Critérios de resposta 
 
O “International Myeloma Working Group” listou os critérios de resposta 
do mieloma ao tratamento (Durie et al., 2006): 
 
Remissão completa (CR): 
 Imunofixação de proteínas negativa no soro e na urina; 
 Menos de 5% de plasmócitos em aspirado de medula óssea,  
 O não aumento no número de lesões líticas encontradas ao 
diagnóstico.  
 
Remissão parcial (PR) 
 Mais de 50% na redução dos níveis da proteína monoclonal (M), 
mantida por um mínimo de 6 semanas.  
 Redução na excreção de cadeia leve, em urina de 24 horas, de 90% 
ou para menos que 200 mg/24h. 
 Para os pacientes com mieloma não secretor, a redução de pelo 
menos 50% dos plasmócitos em aspirado ou biópsia (se realizada) de medula 
óssea. 
 Redução de pelo menos 50% do tamanho dos plasmocitomas 
existentes, por avaliação clínica ou radiológica.  
 Estabilização no número de lesões líticas encontradas ao 
diagnóstico. A evolução para fratura em lesão pré-existente não exclui a remissão 
parcial  
 
Resposta mínima:  
 Redução de 25 a 49% dos níveis de proteína M 
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 Redução de 50 a 89% da excreção urinária de cadeia leve, em urina 
de 24 horas, mesmo se acima de 200 mg/24h, mantida por pelo menos 6 
semanas.  
 Para os pacientes com mieloma não secretor, a redução entre 25 a 
49% dos plasmócitos no aspirado ou biópsia (se realizada) de medula óssea, 
mantido pelo um mínimo de 6 semanas.  
 Redução de 25 a 49% no tamanho dos plasmocitomas.  
 Estabilização no número de lesões líticas encontradas ao 
diagnóstico.  
 
Remissão parcial muito boa (VGPR): 
 Componente monoclonal detectável no soro e urina por imunofixação 
e pela eletroforese e 90% ou maior redução do componente M no soro e 
componente M na urina menor de 100mg por 24 horas. 
 
Doença estável (SD): Considera-se doença estável quando não se 
encontra em remissão parcial, completa, muito boa remissão parcial ou doença 
progressiva. 
 
Doença progressiva (PD): 
 Aumento maior que 25% no nível sérico da proteína M 
 Aumento maior que 25% na excreção da cadeia leve em urina de 24 
horas. 
 Aumento maior que 25% de plasmócitos na medula óssea, podendo 
ser considerado também o aumento absoluto de 10% nos plasmócitos.  
 Aumento comprovado no tamanho das lesões líticas e 
plasmocitomas existentes e aparecimento de novas lesões líticas e/ou 
plasmocitomas  
 Desenvolvimento de hipercalcemia (cálcio sérico > 11,5 mg/dl ou > 
2,8 mmol/L), sem outra causa atribuída.  
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Não resposta: Considera-se não resposta quando o paciente não 
apresenta os critérios para doença mínima ou doença progressiva.  
 
 Recaída de doença: A caracterização de recaída de doença requer 
um ou mais dos achados abaixo, nos pacientes em remissão completa: 
 Reaparecimento da proteína M na urina ou sangue, por exame de 
imunofixação ou eletroforese de proteínas. 
 Presença de mais de 5% de plasmócitos na medula óssea por 
aspirado ou biópsia  
 Aparecimento de novas, ou crescimento definitivo do tamanho, de 
lesões ósseas líticas ou plasmocitomas.  
 Desenvolvimento de hipercalcemia (cálcio sérico > 11,5 mg/dl ou > 
2,8 mmol/l), sem outra causa atribuída.  
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1.8 Textura e função biológica de núcleos 
 
A textura é uma característica que descreve a aparência de parte de 
uma imagem e é frequentemente expressa como macia, arenosa, regular, 
grosseira, granular, etc (Haralick et al., 1973).  
A textura da imagem histológica ou citológica dos tecidos está 
intimamente relacionada com o estado fisiológico e patológico do organismo, o 
que é a base da análise microscópica.  
A textura da cromatina dos núcleos está relacionada com fenômenos 
epigenéticos, tais como metilação ou modificação das histonas, que remodela m 
profundamente a arquitetura nuclear característica de cada tipo de tecido. 
Mudanças fisiológicas ou patológicas podem ainda influenciar neste processo, 
explicando a grande variedade da estrutura da cromatina (Cremer et al., 2005; 
Misteli, 2005).  
Vários estudos de morfologia nuclear por análise de imagem digital têm 
sido aplicados para análise da morfologia nuclear e do padrão de distribuição de 
cromatina (Murata et al., 2003). 
Tradicionalmente, a análise da textura microscópica histológica e 
citológica é feita pela opinião do “expert”, do especialista treinado. Esse tipo de 
avaliação, porém, contém um forte componente subjetivo, o que explica o 
considerável grau de discordância entre os especialistas em todos os campos da 
histopatologia ou citopatologia (Christopher e Hotz, 2004). Isso explica as 
tentativas de objetivar o processo diagnóstico, utilizando-se ferramentas 
matemáticas aplicadas, na análise de imagens microscópicas (Metze et al., 
2005a).  
Descritores de textura nuclear demonstraram grande utilidade na 
diferenciação de tecidos com estruturas normais em comparação com o mesmo 
tipo de tecido, porém acometido por alguma alteração patológica, identificando 
alterações que não são perceptíveis ao observador (Metze et al., 2005b; Metze et 
al., 2005c; Bedin, 2004; Adam et al., 2004a; Adam et al., 2004b; Metze et al. 
2004).  
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A análise de imagem nuclear ganhou ampla aceitação na medicina, 
como uma maneira de obter informação objetiva a respeito do diagnóstico e 
prognóstico do câncer humano. Características celulares, tais como, tamanho, 
forma e conteúdos nucleares são calculados, bem como características 
descrevendo a distribuição espacial da cromatina (Doudkine et al., 1995). 
 
1.9 Dimensão Fractal 
 
Muitas formas e fenômenos encontrados na natureza não podem ser 
explicados nos moldes da matemática convencional, sendo para isso necessário 
uma matemática especial, chamada matemática dos fractais. 
Fractais são formas geométricas incapazes de serem classificadas nos 
moldes da Geometria Euclidiana devido principalmente a três características 
fundamentais que os definem e distinguem de outras formas: autossemelhança 
em diferentes níveis de escala, dimensão Fractal e sua complexidade infinita 
(Gulick, 1992) (figura 2). 
Autossemelhança: Cada porção pequena do fractal pode ser visto 
como uma réplica reduzida do todo. Como exemplo: árvore. 
 
          
                     
 
Figura 2. Exemplo de fractal. Árvore 
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Complexidade infinita : É uma propriedade dos fractais que significa 
que nunca conseguiremos representá-la completamente, pois a quantidade de 
detalhes é infinita.  
 
Dimensão fractal (DF): Das características que definem um fractal, a 
mais importante é a Dimensão Fractal. Ao contrário do que é observado na 
Geometria Euclidiana, onde o valor da dimensão representa a dimensionalidade 
do espaço em que dado objeto está inserido, a Dimensão Fractal representa o 
nível de irregularidade de um fractal (Brigham, 1998). 
O estudo de superfícies irregulares é um problema comum em ciências  
(Dubuc, 1989), mas recentemente se tornou um tópico importante também na área 
da biomedicina, como a natureza fractal do DNA (Lebedev, 2005). Desde 
fenômenos epigenéticos que são importantes para o crescimento e 
desenvolvimento, tanto em condições normais como em condições patológicas 
(Adam et al., 2006). 
Atualmente existem vários métodos de estimativa da Dimensão fractal. 
No entanto, nem todos os métodos podem ser aplicados a qualquer tipo de 
estrutura. Os principais métodos são: Massa raio, Análise intersecção 
acumulativa, Dividers, Boxcounting, Bouligand-Minkowski, entre outros (Brigham, 
1998; Bruno, 2008). 
 No nosso estudo usamos o método Bouligand-Minkowski ou dimensão 
de Minkowski, que é um dos métodos que produz resultados mais acurados e 
consistentes para Dimensão Fractal. Isto se deve à sua alta sensibilidade às 
pequenas variações estruturais que uma forma pode vir a possuir . 
  
Método de análise da superfície de dimensão fractal Minkowski  
 
O método baseia-se no estudo da área de influencia criada pela 
dilatação da forma em questão por um disco de raio r. Pequenas alterações na 
forma geram alterações na área de influência calculada (Tricot, 1995). 
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Para obter a Dimensão de Minkowski, um disco de raio r é varrido ao longo dos 
pixels da extremidade da forma, sendo que os centros dos discos correspondem 
às coordenadas da extremidade da forma. Os pontos limitados pelo círculo são 
então somados, fornecendo a área dilatada A(r) da imagem, para um raio r. 
Traçando-se um gráfico log-log de A(r) (área de influência para um raio r) por r 
(tamanho do raio de influência), obtém-se a aproximação de uma reta com 
coeficiente angular a , onde D = 2 -a é Dimensão Fractal de A pelo método de 
Minkowski.Esse método ainda possibilita calcular a dimensão fractal por meio da 
análise da Derivada da curva log-log obtida (figura 3).  
 
 
 
 
                 erosão                           original                             dilatação                
    Figura 3. Método de Minkowski: o computador cria novas imagens fazendo “erosões” 
ou “dilatações” usando esferas de diferentes tamanhos. As diferenças entre as duas 
imagens são calculadas para cada tamanho de esfera. 
 
1.10 Goodness-of-fit 
 
A fim de analisar a aproximação da estrutura real para o fractal ideal 
matemático, introduziu-se o conceito de "goodness-of-fit", que é definido como o 
valor de R2 da regressão entre o real e os valores estimados (Metze et al., 2009). 
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A importância biológica desta funcionalidade foi testada para a 
caracterização da textura da cromatina em esfregaços de rotina de pacientes com 
leucemia linfóide aguda. A superfície de dimensão fractal e seus respectivos 
valores de R2 foram calculados de acordo com quatro métodos. Para todos eles, 
os valores de R2 da estrutura da cromatina revelou ser fator prognóstico favorável 
independente significativo, enquanto que os da DF mostraram resultados 
inconsistentes. Portanto, o “Goodness-of-fit” da DF é uma variável nova e robusta 
para a caracterização da fractalidade e com relevante prognóstico quanto a textura 
da cromatina em neoplasias (Adam et al., 2006). 
Diante deste contexto este trabalho propõe analisar parâmetros da 
textura nuclear dos plasmócitos de pacientes com MM, a fim de verificar a 
existência de uma relação entre as alterações nucleares com a sobrevida dos 
pacientes.  
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2. OBJETIVOS 
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Objetivo geral 
 
Avaliar o valor prognóstico da dimensão fractal da cromati na dos 
núcleos das células do mieloma múltiplo  em esfregaços citológicos coletados ao 
diagnóstico comparado aos fatores prognósticos clássicos no MM. 
 
 
Objetivo específico  
 
Observar se algum dos parâmetros estudados tem correlação com a 
sobrevida dos pacientes. 
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3. PACIENTES E MÉTODOS 
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3.1 Pacientes 
 
O estudo é retrospectivo, onde foram estudados casos de MM 
diagnosticados no Hemocentro e HC da UNICAMP a partir de 1999 e foram 
incluídos todos os casos tratados no Hemocentro da UNICAMP deste período em 
diante nos quais for possível estabelecer: 
 Diagnóstico de MM sintomático; 
 Mielograma e dados bioquímicos ao diagnóstico; 
 Resultados de citogenética; 
 Situação do paciente, se em tratamento, tratado ou óbito, assim 
como a data da última consulta; 
 
Foram excluídos do nosso trabalho: 
 
 Pacientes com MM assintomático; 
 Mieloma não confirmado; 
 Lâminas sem condições de realizar a releitura; 
 Ausência de dados necessários ao diagnóstico no prontuário; 
 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de ética local (processo 365/2002). 
         O diagnóstico de MM foi feito segundo os critérios do “International 
Myeloma Working Group”, com base na eletroforese de proteínas, na presença de 
proteinúria, a citologia da medula óssea e radiografia do osso. Os dados sobre o 
sangue periférico, citologia da medula óssea, radiografia de ossos, bioquímica 
sérica e citogenética foram registrados. 
Foram levantados os seguintes parâmetros laboratoriais dos casos 
selecionados para o estudo: 
 Dosagem proteica do pico monoclonal 
 β-2- microglobulina 
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 Uréia 
 Creatitina 
 Cálcio urinário 
 Proteína de 24 horas em urina 
 Hemograma  
 Albumina 
 
Os pacientes foram classificados segundo estádio ISS e foi avaliado o 
tempo livre de progressão. 
Além disso, buscamos preditores de mal prognóstico, de acordo com o 
estudo de Greipp et al (2005): 
 ß2 microglobulina sérica > 10 mg /l; 
 creatinina sérica> 4 mg / dl; 
 albumina <2,5 g / dl e  
 contagem de plaquetas <130x109 /l.  
 
Os pacientes foram classificados como pertencentes ao grupo de alto 
risco adicional (mau prognóstico), se pelo menos um destes critérios estivesse 
presente. Buscamos também a presença de alterações citogenéticas 
desfavoráveis, como hipodiploidia, deleção do cromossomo 13, t (4; 14), t (14,16), 
17p e foi contado para cada paciente, o número dessas alterações.   
Os pacientes foram tratados de acordo com o Grupo Brasileiro de 
Estudos do Mieloma Múltiplo (Maiolino et al., 2008), que consistia de uma 
quimioterapia de indução com VAD (vincristina 0,4 mg IV 1 dia, doxorrubicina 9 mg 
/ m² IV  1 dia e dexametasona oral 40 mg por dia) 
Para pacientes elegíveis para TMO, a mobilização de células-tronco foi 
feita com ciclofosfamida (4 g / m2 IV), transplante autólogo de medula óssea e, em 
seguida foram randomizados para testar a utilidade de manutenção pós-
transplante usando a talidomida. 
       A sobrevida foi medida a partir do diagnóstico até data do óbito ou 
último seguimento.  
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Pacientes que realizaram transplante autólogo de medula óssea foram 
censurados no dia do TMO. 
A análise morfológica com material de medula óssea (mielograma) foi 
realizada após coloração de May-Grünwald-Giemsa onde foram contados os 
plasmócitos. 
 
3.2 Análise citogenética convencional  
 
O método utilizado para este propósito foi o descrito por Brigaudeau et 
al., (1996) com modificações. Foram obtidas amostras de 3,0 a 5,0 ml de sangue 
medular em heparina de cada paciente estudado, ao diagnóstico. Amostras de 1,0 
ml foram também obtidas para realização de esfregaços de MO para a 
determinação do número de plasmócitos. As células das primeiras amostras foram 
diluídas em meio RPML 1640 (Cultilab ou Gibco) suplementado com 20% de soro 
bovino fetal (Cultilab ou Gibco) em proporção 1:1. As células mononucleares 
foram obtidas a partir das células da MO por centrifugação em gradiente de Ficoll- 
Hypaque (densidade 1.077g/ml - Sigma), a 1.500 rpm por 30 minutos, à 
temperatura ambiente. A camada de células mononucleares da interface foi 
coletada em tubo estéril e lavada em meio de cultura RPMI 1640 suplementado 
com 20% de soro bovino fetal por 3 vezes, por meio de centrifugação a 1.500 rpm 
por 10 minutos, à temperatura ambiente. A quantificação das células 
mononucleares obtidas foi realizada em contador automatizado de células (Cell 
Dyn 1600; Abbott).  
Dois tipos de culturas foram realizados, sempre que possível: as não 
estimuladas e as estimuladas por IL-6 e GM-CSF (10 ng/ml de cada estimulante). 
As culturas foram incubadas a 37°C, em atmosfera úmida com 5% de gás 
carbônico, por 72 horas. Ao final do período de cultura, 400µl de demecolcine na 
concentração de 1,0µg/ml foi adicionada durante 20 minutos. A seguir, as células 
foram tratadas com a solução hipotônica de cloreto de potássio (0,075 mol/L) por 
20 minutos, fixadas em solução de metanol - ácido acético glacial (3:1), por 3 
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vezes, durante 30 minutos e distribuídas em lâminas de vidro, após flambagem em 
bico de Bunsen para melhor espalhamento dos cromossomos. 
O material foi processado para obtenção de bandas G com o uso de 
tripsina e EDTA (sigma). A coloração utilizada foi a de Wright.  
Foram computados os números de células mononucleares obtidas do 
total de pacientes inseridos no estudo e dos pacientes avaliados ao diagnóstico e 
durante a progressão da doença. Foram também computadas as frequências de 
culturas de células mononucleares não estimuladas e estimuladas por citocinas.  
Para obtenção do cariótipo, foram captadas imagens dos cromossomos 
em metáfase por um sistema automatizado de análise (Cytovision version 4.4, 
Aplied Imaging Coorporation), que possibilitou o pareamento e a amplificação do 
tamanho dos mesmos, facilitando a identificação das anormalidades 
cromossômicas. Foram analisados todos os cromossomos em metáfase 
existentes para cada paciente. Um número mínimo de cinco metáfases foi exigido 
para a identificação do cariótipo. A identificação de uma anormalidade 
cromossômica só foi possível, quando presente em pelo menos três metáfases.  
 
3.3 Análise citogenética molecular 
 
       Foram uti lizadas lâminas recém-preparadas contendo núcleos 
interfásicos e cromossomos em metáfase do material fixado e congelado. 
   O método FISH foi realizado de acordo com os procedimentos descrito 
pelo fabricante das sondas (Vysis,Inc). Cada núcleo interfásico e cromossomos 
em metáfase receberam uma classificação de acordo com o número de sinais 
fluorescentes. Estes foram identificados por meio de um microscópio de 
fluorescência marca Olympus BX 60 com lâmpada HBO 100W equipados com 
filtros para o DAPI, o isotiocianato de fluoresceína e o isotiocianato de rodamina, 
filtros duplos e triplos e de um sistema computadorizado para a captação das 
imagens, através de uma câmera CCD e do analisador de imagem Cytovision 
version 4.4 (Aplied Imaging Coorporation). Todos os cromossomos em metáfase e 
duzentos núcleos interfásicos foram avaliados de cada paciente. 
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3.4 Análise de textura  
  
A análise da textura dos plasmócitos foi feita através da captura das 
imagens realizada com câmara digital da alta resolução (12 megapixels) com uma 
lente objetiva com aumento de 100X e óleo de imersão, pelo sistema Leica DC 
500 e software Irfranview Microsoft® e as imagens foram salvas, sem 
compactação, no formato bitmap colorido de 8 bits (extensão BMP), com tamanho 
392 x 315 pixels. 
As lâminas foram selecionadas aleatoriamente e foram adquiridas 
imagens de plasmócitos de cada caso.  
        Foram analisados e medidos por volta de 40 núcleos de plasmócitos de 
cada paciente (podendo ser uma ou duas lâminas). 
                 Para termos certeza que a média de 40 núcleos por caso é suficiente 
para nosso estudo, verificamos escolhendo alguns casos individuais para 
testarmos a estabilidade. Por exemplo, escolhemos aleatoriamente 70 núcleos de 
um caso de MM com 74 núcleos, fizemos isto um pouco mais de 3 vezes para 
totalizar 250 núcleos, depois calculamos a média da DF e observamos que na 
curva de estabilidade da DF à partir de 30 células começa ficar estável (figura 4) e 
por isso decidimos adquirir por volta de 40 núcleos de plasmócitos de cada 
paciente. 
 
Figura 4. Média da DF em função do número de núcleos examinados em um caso 
individual com 74 células adquiridas. O valor médio é estabilizado após 30 células 
adquiridas. 
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  As imagens adquiridas foram segmentadas, através do software Limiar 
(figura 5), transformadas em escala de cinza e analisadas através do programa de 
análise de imagens (Morph), sendo este um programa que foi desenvolvido para 
realização de projetos anteriores (Projetos FAPESP 99/11947-0, 99/00322-9 e 
01/13593-2).  
A aquisição e segmentação das imagens foram realizadas por dois 
observadores (figuras 6 e 7). 
 
   
 
 
Figura 5- Software Limiar, Início do software antes do início da segmentação 
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                  Figura 6. Imagem em processo de segmentação no software Limiar. 
O quadrado indica que o núcleo esta sendo segmentado 
 
 
 
Figura 7. Imagem de núcleo segmentado (Thresholding Image) 
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 A imagem de cada núcleo segmentado foi convertida em escala de 
cinza (figura 8) com níveis de luminância entre 0 e 255, sendo 255 o mais claro e 
cada núcleo convertido em imagem pseudo 3D (figura 8B) (Adam et al., 2006)  
 Para cada núcleo, foram calculados como parâmetros morfométricos, 
a área nuclear e o fator de forma circular (a relação entre perímetro de um círculo 
com a mesma área como o núcleo e o perímetro real nuclear). Analisamos 
também a dimensão fractal de cada núcleo conforme Minkowski - Bouligand (DF 
Minkowski) e o seu “goodness-of fit” (R2 Minkowski). 
 Em alguns estudos, a dimensão fractal é medida após a binarização da 
imagem, isto é transformar a imagem em duas categorias, como preto e branco, 
mas como estávamos lidando com 256 níveis de cinza da cromatina, o processo 
de binarização seria algo arbitrário e reduziria o conteúdo da informação (Metze, 
2009). Para poder utilizar todas as informações da estrutura da cromatina, 
decidimos não binarizar para aplicarmos o método de Minkowski - Bouligand.  
Foram adquiridos obrigatoriamente plasmócitos com boa visualização 
da coloração nuclear, e íntegros no momento da captura sem sobreposição de 
células. 
Todas as imagens digitalizadas das lâminas e segmentadas foram 
nomeadas automaticamente pelo programa, eliminando a possibilidade de erro 
durante a tarefa. 
 
            A                                                                 B  
Figura 8. Núcleo segmentado em escala de cinza à esquerda e em pseudo                    
3D à direita 
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A maioria das estruturas biológicas apresentam certo grau de 
fractalidade que pode não ser revelada quando são usados somente conceitos 
baseados em geometria fractal, sem levar em consideração a natureza biológica 
das amostras. O objeto fractal pode ser definido como um objeto no qual a sua 
menor parte exibe características do objeto como um todo (Losa, 1995; Losa, 
2002). E a variável “goodness-of-fit” foi denominada razão de variância (R2) ou 
grau de aproximação de Minkowski-Bouligand (Adam et. al., 2006, Ferreira et al., 
2006). 
Neste trabalho foi empregada a variável dimensão fractal conforme 
Minkowski –Bouligand (DF Minkowski) e o seu goodness-of fit (R2 Minkowski), 
usando um software desenvolvido internamente pelo nosso grupo de pesquisa.   
Para a DF, calculamos a área fractal que é estimada pela razão do 
volume e 2e (e sendo o raio e variando entre 1 e 30 pixels) do elemento não 
planar e a estruturação na forma de uma bola. A regressão linear foi calculada em 
um gráfico de log log (área e versus), contendo 30 pontos (Figura 9).  
De acordo com Albregsten (2009), giramos o ponto de distribuição, de 
modo que a inclinação fosse de 45 graus e, em seguida foi calculado o coeficiente 
de determinação da regressão entre o real e os valores estimados. Este valor de 
R2 caracteriza o goodness-of-fit da linha de regressão e, portanto, uma estimativa 
da "qualidade de fractalidade". Um fractal "ideal" tem R2= 1.0. Os valores de R2 
dos fractais reais estão abaixo deste valor (Metze, 2009).  
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Figura 9. Linha de regressão e DF ou R2 
 
 
3.5 Análises estatísticas 
 
  Por último, a importância prognóstica de todos estes parâmetros foi 
analisada nas regressões de Cox univariada e multivariada (p = 0,05 para entrada 
e p = 0,1 para a saída). A estabilidade do modelo de Cox foi testada por 
reamostragem bootstrap. Este é um procedimento muito útil para testar a 
estabilidade interna do modelo proposto. Ele consiste na criação de novos 
conjuntos de dados de tamanho igual por amostragem aleatória dos dados 
originais com substituição. Em cada conjunto, um paciente pode estar 
representado uma vez, várias vezes, ou nenhuma vez. Um novo modelo de 
regressão Cox (com as mesmas condições no conjunto de dados original) foi 
então calculado para cada um destes novos conjuntos de dados. Este 
procedimento é muito útil para apontar as variáveis mais importantes (Altman e 
Andersen, 1989; Rybka et al., 2008). 
A análise estatística foi feita pelo software SPSS 8.0 (Statistical 
Package for the Social Science) e pelo Winstat. 
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4. RESULTADOS 
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Participaram do estudo 67 pacientes: 39 homens e 28 mulheres, com a 
idade média de 56 anos (30 - 85) e desvio padrão de 11,34 (figura 10). 
        
Figura 10. Faixa etária dos pacientes portadores de MM 
 
Houve um predomínio de casos avançados segundo a classificação 
ISS: 14% dos pacientes são de baixo risco (estádio I), 39% são de risco 
intermediário (estádio II) e 47% dos pacientes são de alto risco (estádio III) (figura 
11). 
 
Figura 11. Pacientes em relação ao ISS 
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A sobrevida global dos pacientes foi de 24,4 meses (figura 12). 
 
Figura 12. Sobrevida global dos pacientes  
 
 
O seguimento médio dos pacientes foi de 25,4 meses (1-227).  
A sobrevida média dos pacientes de acordo com o ISS (figura 13) foi: 
34,8 meses para os pacientes com baixo risco (ISS I),  
51,4 meses para aqueles com risco intermediário (ISS II) e  
4,7 meses para pacientes com alto risco (ISS III).  
No final do período de observação, 36 pacientes foram a óbito em 
decorrência do MM. 
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                Figura 13. Curva de sobrevida global dos pacientes (Kaplan-Meier) 
categorizados pelo ISS 
 
 
O ISS foi um fator prognóstico negativo significativo na regressão de 
Cox univariada (fase I: B = 2,30; fase II B = 1,50; fase III: B = 0,0, p = 0,002).  
Os pacientes pertencentes ao grupo de alto risco adicional totalizaram 
46%, sendo que o valor de β2 microglobulina > 10 mg/l foi o fator de risco mais 
frequente, estando presente em 34% dos pacientes. A sobrevida destes pacientes 
foi significativamente menor (mediana de 12,1 meses) do que todos os outros 
pacientes com mieloma (mediana de 101,6 meses) (B = 0,7562, p = 0,0302)           
(figura 14).  
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Fig 14. Sobrevida global dos pacientes classificados pela presença ou ausência de fatores 
de risco adicionais de acordo com Greipp et al (2005).  
 
 
37% dos pacientes mostravam algum grau de insuficiência renal ao 
diagnóstico. 
As características clínicas e laboratoriais dos 67 pacientes estudados 
estão apresentadas na tabela 2. 
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Tabela 2. Variáveis clínicas e laboratoriais dos pacientes 
 
Variáveis 
Mediana ( Mínimo- 
Máximo) 
Idade (anos) 56 (30 – 85) 
ISS  
   I 10 (14%) 
   II 26 (39%) 
   III  31 (47%) 
Hemoglobina g/dl 9.2 (3.5 – 16.2) 
Leucócitos x 109/l 6.1 (1.8 – 28.2) 
Plaquetas x 109/l 211 (16 – 580) 
     <130 14 
Beta2 microglobulina 
mg/l  
10.3 (1.7 – 290.0) 
          > 10 34 
Creatinina 1.3 (0.2 – 8.7) 
         > 4 10 
Albumina g/dl 3.3 (1.1 – 5.8) 
        < 2.5 13 
Cálcio 9.3 (6.7 – 16.3) 
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4.1 Dimensão fractal 
  A dimensão fractal (DF) mostrou ser uma variável de prognóstico 
adverso (B = 12,33, p = 0,0287) (figuras 15 e 16). 
 
Dimensão Fractal – fator prognóstico desfavorável 
DF Maior            
 
 A                                                  B                                                     C  
Figura 15. (A) Núcleo segmentado     (B) cromatina em pseudo-3D   (C) regressão linear 
                    Alta DF: pior prognóstico 
 
DF Menor 
 
      A                                                  B                                                      C 
Figura 16. (A) núcleo segmentado    (B) cromatina em pseudo-3D       (C) regressão linear 
                   Baixa DF: melhor prognóstico 
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4.2 Goodness- of- fit 
O goodness-of-fit (R²) da DF foi um fator prognóstico favorável na 
regressão de Cox univariada, estratificada para a ISS (B = -592,6; p = 0,10) 
(figuras 17 e 18).  
 
R²45 Maior       
 
 
Figura 17. Cromatina que se aproxima de um fractal perfeito: melhor prognóstico 
 
R²45Menor
Figura 18. Cromatina que se distancia de um fractal perfeito: pior prognóstico. 
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As variáveis morfométricas dos pacientes estudados estão na tabela 3. 
 
 
Tabela 3. Variáveis morfométricas dos núcleos das células do mieloma 
 
Variáveis  
Mediana (Mínimo – Máximo) 
Area nuclear (micra2) 64.0 (42.1 – 99.7) 
Fator de forma 0.5195 (0.4362 – 0.5651) 
DF Minkowski  2.113 (2.071 – 2.278) 
R2  0.99875 (0.99642 – 0.99997) 
 
 
A idade, concentração de cálcio no soro, hemoglobina, contagem de 
plaquetas, percentagem de células de mieloma na medula óssea, a área nuclear e 
fator de forma não foram de importância prognóstica na regressão univariada de 
Cox (sempre p> 0,10).  
 
 
4.3 Morfologia das células plasmáticas 
 
Quando analisamos a maturação e a morfologia das células 
plasmáticas, alguns parâmetros como núcleo, cromatina e relação núcleo -
citoplasma (N/C) podem levar a uma subclassificação dessas células e serem 
utilizadas como parâmetro prognóstico (Goasguen, 1999). Mudanças morfológicas 
destas células são comuns em mieloma. A figura 19 mostra plasmócitos do nosso 
estudo, sendo que, na figura 19 A observarmos plasmócitos neoplásicos próximos 
de plasmócitos normais. A figura 19 B mostra plasmócitos distantes dos 
plasmócitos normais, como a perda da forma redonda ou oval do núcleo, incluindo 
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núcleo grande, nucléolo visível, vários nucléolos, cromatina imatura e na figura 19 
C, observamos plasmoblastos, contendo alterações no contorno nuclear e estas 
alterações tem sido relacionadas ao prognóstico (Bartl et al., 1987; Buss, 1988; 
Greipp et al., 1985; Goasguen et al., 1999). 
 
Figura 19. A - plasmócitos maduros B- plasmócitos imaturos C- plasmoblastos 
 
 
 
Comparando núcleos com diferentes DFs observamos que núcleos que 
possuem maiores DFs revelaram a estrutura da cromatina mais “imatura” 
(plasmoblastos), isto é, menos organizada. Ao contrário, os núcleos com menores 
DFs possuíam  a estrutura da cromatina mais “madura” (plasmócitos mais próximo 
dos normais), isto é, mais organizada ( figura 20). 
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Figura 20. Imagens segmentadas de núcleos de células do mieloma. A-C: células mais 
"imaturas" com estrutura da cromatina menos organizada. Esses núcleos apresentaram 
maior DF. Os pacientes tiveram menor sobrevida global. D-F: núcleos de células mais 
“maduras” e com uma maior organização da estrutura da cromatina, e uma menor DF. Os 
pacientes tiveram melhor sobrevida. 
 
       A análise citogenética revelou dois pacientes com alterações do 
cromossomo 13, dois com translocações envolvendo o cromossomo 14 (em um 
caso, juntamente com -17) e um paciente com hipodiploidia. O índice I foi um fator 
prognóstico negativo na regressão de Cox univariada (B = 0,8833, p = 0,0387).   
                  A área nuclear, fator de forma, DF e “goodness-of-fit” não se 
correlacionaram com o estadiamento ISS ou parâmetros laboratoriais, tais como a 
concentração de cálcio no soro, β2-microglobulina, albumina, creatinina, 
hemoglobina, porcentagem das células do mieloma na M.O e contagem de 
plaquetas (pela ordem de classificação Spearman).  
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As variáveis com p ≤ 0,10 na análise univariada (ISS, grupo de alto risco 
adicional, DF, DF R² e alterações citogenéticas foram simultaneamente analisados 
em um modelo de risco multivariado proporcional).  
A regressão de Cox final na análise multivariada incluiu: 
 ISS (estádio I: B = -2,13; estádio II: B = -1,75; estádio III: B = 0,0, p = 
0,0004); 
 Dimensão Fractal (B = 14,39, p = 0,015, FD R²  (B = -935,12; p 
0,0317); 
 R2 Mink (B = -935,12; p = 0,0317) 
 Número de alterações genéticas (B = 0,8862, p = 0,069) (Índice I); 
 
A variável "grupo de alto risco adicional" não entrou no modelo. 
 
Os resultados das análises multivariadas foram validados com análise 
bootstrap. Foram testados 100 conjuntos de dados e as variáveis entraram com as 
seguintes frequências:  
 
 ISS (100%),  
 DF (77%),  
 R2( 68%),  
 citogenética (60%),  
 grupo de risco adicional (0%) 
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5. DISCUSSÃO 
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       Estudamos um grupo de pacientes portadores de mieloma múltiplo, 
com diagnóstico firmado de acordo com critérios clínicos e laboratoriais 
estabelecidos na literatura. 
Quando os nossos pacientes foram distribuídos por idade, notamos que 
a idade média foi menor do que a observada em pacientes do hemisfério norte (56 
x 65 anos) (Barlogie et al., 2001; Smadja et al., 1998; Renshaw, 2010). Outras 
neoplasias hematológicas, tais como síndromes mielodisplásicas e leucemia 
mieloide crônica também ocorrem em faixas mais jovens quando comparado a 
outros países (Pereira et al., 2006). Não existe explicação definitiva para este 
fenômeno, mas a população brasileira parece ser mais exposta a agentes 
cancerígenos, como pesticidas, herbicidas e ao benzeno do que as populações do 
hemisfério norte (Lorand-Metze et al., 1984; Queiroz et al., 1997) e esses fatores 
podem estar associados com a origem do MM. 
Quando os nossos pacientes foram distribuídos por estádio da doença 
observamos que cerca de metade deles apresentou a sua forma avançada 
(estádio III) ou pertenciam ao grupo de alto risco adicional de acordo com as 
descrições de Greipp (Greipp et al., 2005). 
Hungria (2005), em um estudo multicêntrico sul-americano aplicou o 
ISS e obteve resultados semelhantes aos nossos: 13,4% dos pacientes estavam 
no estádio I; 42,4% no estádio II e 49,2% no estádio III. 
Todavia, tanto no trabalho citado acima quanto no presente estudo a 
maioria dos casos estavam avançados, diferentemente do que é observado 
frequentemente na literatura, como no estudo de Greipp, no qual a distribuição dos 
pacientes foi: 28,9% dos pacientes no estádio I; 37,5% no estádio II e 33,6% no 
estádio III e apenas 5% dos pacientes tiveram os critérios para entrar no grupo de 
alto risco adicional. Nossos pacientes pertencentes ao grupo de risco adicional 
tiveram uma sobrevida média próxima à do estudo de Greipp. (Greipp et al., 
2005). 
A média de sobrevida dos pacientes descrita na literatura é de 
aproximadamente 3 a 4 anos (Greipp et al., 2005). Entretanto, alguns pacientes 
podem viver mais de 10 anos e a sobrevida mediana de 24,9 meses dos pacientes 
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neste estudo é menor do que o relatado por outros autores. Isto é devido à maior 
porcentagem de pacientes com doença avançada no momento do  diagnóstico, 
sugerindo um diagnóstico tardio dos nossos pacientes.  
O ISS, baseado apenas em duas variáveis de laboratório, a β2-
microglobulina e albumina, substituiu o sistema de estadiamento de Durie-Salmon 
em 2005 e é atualmente considerado o padrão para o estadiamento do mieloma 
(Greipp et al., 2005). O sistema ISS foi validado demonstrando eficácia em 
pacientes na América do Norte, Europa e Ásia, em pacientes com menos e ≥ 65 
anos de idade, em pacientes com a terapia padrão com ou sem transplante 
autólogo e em comparação com o sistema de estadiamento de Durie / Salmon . A 
importância prognóstica dessa variável foi confirmada em nosso estudo e também 
em outras publicações (Anagnostopoulos et al., 2005). 
Mas o ISS não detecta um grupo de alto risco, para ter uma abordagem 
terapêutica diferente. Além disso, foi demonstrado que os pacientes com grupos I 
e III são grupos heterogêneos (Rajkumar et al., 2007). Levando em conta a grande 
variabilidade da fisiopatologia do mieloma, existem outros fatores prognósticos, 
tais como a idade, concentração de hemoglobina, creatinina, cálcio e grau de 
envolvimento da medula óssea. Mas isso não foi possível ser confirmado em 
nossa investigação que constou de um número de pacientes foi relativamente 
pequeno. 
Atenção especial tem sido dedicada à identificação de novos fatores 
prognósticos, o que poderia melhorar um modelo de estratificação de risco, capaz 
de definir pacientes de alto risco que podem se beneficiar de novas estratégias 
terapêuticas.  
Na Clínica Mayo (Tinguely et al., 2007; Rajkumar et al., 2007), os 
pacientes são considerados de alto risco, quando pelo menos uma das seguintes 
características são encontradas: anomalias citogenéticas, tais como hipodiploidia, 
supressão do cromossomo 13 ou 17 p, t (4; 14) ou t (14;16) ou a contagem de 
células plasmáticas ≥ 3% no sangue periférico. Mas as técnicas necessárias para 
estes estudos requerem material fresco e são técnicas sofisticadas e caras e 
assim podendo ser realizadas apenas por poucos laboratórios.  
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Em contraste com estas técnicas, informações diagnósticas também 
podem ser obtidas por análise morfométrica e de textura cortes de tecidos ou de 
células individuais. (Adam et al.,2004c; Cia et al.,1999; Lorand-Metze et al.,2004; 
Mattfeldt et al., 2004; Metze et al., 2004; Metze et al., 2005c). O método está 
baseado em colorações de rotina, sendo possível utilizar lâminas de arquivo e 
assim, permitindo um estudo retrospectivo, sem custos adicionais.  
A morfologia celular é avaliada subjetivamente por um observador 
treinado e também é considerada uma variável de prognóstico no mieloma 
múltiplo (Tinguely et al., 2007; Goasguen et al.,1999), mas a desvantagem desse 
método é a variabilidade considerável interobservadores. 
O valor da quantificação das regiões organizadoras de nucléolos como 
fator prognóstico em pacientes com mieloma é questão de debate, com resultados 
conflitantes relatadas pelos diferentes grupos de estudo (Papadhimitriou et al., 
2000). As técnicas com impregnação da prata são, por vezes, de difícil controle e 
isto pode provocar resultados variados, o que, evidentemente, pode interferir na 
avaliação quantitativa (Mello et al.,2008; Metze, 2009; Metze et al., 2009; Kayser, 
2007).  
Goasguen et al (1999), desenvolveram um protocolo de análise 
baseado em critérios morfológicos das células do mieloma em lâminas de rotina. 
Este critério incluía a presença de um nucléolo, cromatina blástica e uma relação 
núcleo-citoplasma > 0,6, criando assim 8 possíveis subtipos. O procedimento tem 
a vantagem de identificar um subgrupo intermediário de pacientes com significado 
prognóstico, mas o método ainda depende de um observador humano treinado. 
Leleu et al (2005) descreveram em detalhes as alterações na forma 
nuclear encontradas nas células do mieloma e criou uma variável "porcentagem 
de células plasmáticas com forma nuclear irregular".  Esta variável foi fator 
prognóstico na análise univariada e significativamente relacionadas com outros 
parâmetros prognósticos, tais como índice de marcação Ki67, os valores de 
hemoglobina, cálcio sérico e hipodiploidia, mas não com a β2-microglobulina e 
cálcio sérico. No entanto, em ambos os estudos, as variáveis morfológicas não 
foram fatores de risco independentes na regressão multivariada. 
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A análise computadorizada de imagens microscópicas supera a 
necessidade de especialização morfológica e da opinião subjetiva e tem se 
mostrado um método objetivo e reproduzível para fins de diagnóstico e 
prognóstico (Delides et al., 2005; Kayser, 2007; Jondet, 2010). Esta técnica 
também é capaz de detectar alterações morfológicas sutis que não podem ser 
reconhecidas até mesmo por um especialista (Ferreira et al., 2006; Jondet, 
2010). Em análise de imagem, as características fractais têm demonstrado 
importância crescente (Sharma, 2009; Lieberman-Aiden et al., 2009).  
Um aspecto importante da análise de textura é a determinação da 
fractalidade, uma vez que as variáveis mostram aspectos importantes da 
complexidade da estrutura não revelada pela morfometria clássica baseada na 
geometria Euclidiana (Adam et al., 2006). 
Estudos anteriores demonstraram que a fractalidade de núcleos de 
células tumorais em citologia ou lâminas histológicas são de relevância 
prognóstica importante em diversas neoplasias (Ahammer, 2001, Oka, 2004), 
como em carcinomas epidermóides orais (Goutzanis, 2008), linfomas (Mashiah, 
2008), leucemias (Adam, 2006) e melanoma maligno (Bedin, 2010). 
A uti lização do conceito de fractais para análise de imagens tem várias 
vantagens. Tem sido demonstrado que, para a citologia de rotina, as variáveis da 
textura, descrevendo a fractalidade, como a dimensão fractal ou o R² são muito 
menos dependentes das variações do processo de coloração como as 
características do nível de cinza e da matriz de coocorrência (Metze et al., 2009).  
Fator de forma, que é classicamente utilizado para a descrição 
quantitativa de formas irregulares, depende fortemente da escala de ampliação, 
enquanto fractais "por definição" são independentes de escala. Em contraste com 
as abordagens, outra medida de textura, a dimensão fractal, representa não só 
uma descrição estatística, mas está intimamente relacionada com os conceitos 
teóricos da complexidade, os processos genéticos e epigenéticos, proporcionando 
assim uma visão mais profunda para a compreensão da biologia dos tecidos 
normais e neoplasias (Losa, 2009).  
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 O conceito fractal de autossimilaridade, introduzido por Mandelbrod 
(1975) é onipresente na natureza. A extensão da geometria fractal para as 
ciências da vida tem melhorado nossa compreensão das propriedades funcionais 
e dinâmicas de fenômenos fisiológicos, como o crescimento em escala alométrica, 
a cinética enzimática em mamíferos, fenômenos de genética populacional, a 
modelagem da eliminação de drogas, neoangiogênese, o crescimento de tumores 
e a fisiologia cardiovascular (Losa, 2009; Ferreira et al., 2006; Paumgartner, 
1981). 
Paumgartner (1981) estendeu a aplicação do conceito de fractais para 
análise morfométrica em biologia. Os fractais são de grande utilidade para 
caracterizar adequadamente a complexidade de estruturas anatômicas 
macroscópicas e microscópicas, ou seja, para descrever os princípios fisiológicos 
relevantes em organismos vivos.  
Vários autores descreveram que a estrutura da cromatina pode ser 
observada no microscópico ou analisada por geometria fractal (Adam et al., 2006; 
Losa, 2009; Einstein et al., 1998; McNally, Mazza, 2010). Estudos recentes 
utilizando diferentes métodos de análise demonstraram a organização fractal do 
DNA da cromatina nuclear e do espaço nucleoplasmático (Lebedev et al., 2005; 
Lieberman-Aiden et al., 2009; Raab et al., 2009). 
  Nosso estudo mostrou que a cromatina nuclear das células do 
mieloma coradas por May-Grünwald-Giemsa também tem características de 
fractal. Mas o grande desafio é explicar por que, em pacientes com pior 
prognóstico, a dimensão fractal da cromatina é aumentada. Alterações da 
arquitetura nuclear, observadas em preparações citológicas ou histológicas, 
refletem alterações genômicas e epigenéticas. Várias aberrações genéticas têm 
sido descritas durante a patogênese de mielomas múltiplos (Raab et al., 2009).   
Atualmente, a hipótese de que os eventos genéticos somam-se aos 
epigenéticos na origem e progressão do câncer está sendo aceita, uma vez que 
os modelos genéticos e epigenéticos do câncer complementam-se. Após a 
descoberta de que a metilação do DNA estava relacionada com o silenciamento 
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gênico, foi proposto que a hipermetilação de genes supressores de tumor estão 
envolvidos na etiopatogenia das neoplasias (Feinberg e Vogelstein, 1983). 
Em tecidos normais, as regiões promotoras dos genes encontram-se 
frequentemente hipometiladas, enquanto há uma hipermetilação nas ilhas CpG 
dispersas pelo genoma. Em geral, DNA de tumores apresenta níveis reduzidos de 
metilação em comparação ao tecido normal. Nas células tumorais, é encontrada 
hipermetilação das regiões promotoras dos genes, ricas em ilhas CpG, e 
hipometilação global (Gouveia, 2007). 
Modificações epigenéticas desempenham um importante papel na 
patogênese do mieloma múltiplo, que são principalmente a metilação das bases 
de citosina dentro de um dinucleotídeo CpG e modificações pós transcricionais 
das histonas. A hipermetilação de ilhas CpG nas regiões promotoras é 
acompanhado por desacetilação de histonas, que são proteínas que provocam o 
silenciamento da transcrição. No mieloma múltiplo tem sido relatado a 
hipermetilação dos genes p15, p16, DAP-quinase, BAD, BAK, BAX, BIK, SOCS-1 
e E-caderina (De Bruyne et al., 2008). E a hipometilação global de elementos 
repetitivos é significativamente associada com a progressão do tumor, pois 
aumenta a instabilidade cromossômica (Bollati, 2009). Por isso é esperado que, 
em casos mais avançados, que são geneticamente instáveis e mais agressivos, o 
rearranjo de cromatina é mais complexo com hipometi lação global e um aumento 
do número de ilhas CpG hipermetiladas.  
Esfregaços citológicos de rotina corados com MGG permitem estimar a 
localização topográfica das regiões metiladas no núcleo, pois a análise mostra que 
em regiões coradas por Giemsa, a heterocromatina tem a mesma distribuição 
geográfica dentro do núcleo que as regiões ricas em metil (Capoa et al., 
1999). Assim, mielomas agressivos devem demonstrar a estrutura da cromatina 
mais complexa e com um número maior e mais irregular de áreas escuras e 
claras. Em outras palavras, os núcleos com muitas ilhas CpG metiladas mostram 
mais "picos" na representação pseudo-gráfica 3D, o que é equivalente a uma 
maior dimensão fractal da cromatina nuclear. Com efeito, a dimensão fractal 
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mostrou ser um fator prognóstico adverso independente para sobrevida global dos 
pacientes na nossa investigação.  
De maneira semelhante, estudos anteriores demonstraram uma 
associação entre maiores valores de DF da cromatina nuclear e pior prognóstico 
em outras neoplasias, tais como melanomas malignos, carcinomas de células 
escamosas da cavidade oral e em carcinomas de células escamosas da laringe 
(Montironi  et al., 2007; Metze et al., 2005a; Bancaud et al., 2009; Elston et al., 
2009). Isto implica que a complexidade da distribuição da cromatina contém 
importantes informações prognósticas que são independentes das variáveis 
clínicas, da classificação ISS, ou anormalidades citogenéticas relevantes.  
O goodness-of-fit (R²) da dimensão fractal também foi de relevância 
prognóstica independente, mas como um fator de prognóstico favorável. Assim, a 
arquitetura da cromatina que está mais perto do fractal "ideal" é associada com 
uma sobrevivência prolongada do paciente, como foi mostrado previamente em 
leucemia linfoblástica aguda (Adam et al., 2006). Explicações para este achado 
são especulativas no momento. Mas é possível que o grande número de 
modificações genéticas e epigenéticas em clones de tumores agressivos poderiam 
perturbar o processo de auto-organização do núcleo, levando a uma pior 
adaptação da cromatina à dimensão fractal (goodness-of-fit menor). 
Nosso estudo mostra que tanto a dimensão fractal como o “goodness-
of-fit” permite quantificar a remodelação da metilação do DNA em esfregaços de 
MM corados com MGG e podem ser fatores novos e biologicamente relevantes 
relacionados ao desta doença. 
                   Os métodos utilizados são simples, reprodutíveis e podem ser 
aplicados em lâminas de rotina a partir de arquivos, permitindo estudos 
retrospectivos sem quaisquer custos adicionais. Esta investigação foi baseada em 
um relativamente pequeno número de pacientes e deve, naturalmente, ser 
seguido por estudos confirmatórios.  
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6. CONCLUSÕES 
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Fractalidade da cromatina nuclear em mieloma múltiplo (MM) pode ser 
avaliada em preparações citológicas de rotina. 
 
A dimensão fractal da cromatina no MM provavelmente está 
relacionada tanto alterações no genoma quanto do padrão de metilação. Um 
núcleo mais desorganizado ocorre em casos com tumor mais agressivo. 
 
As características fractais da cromatina de células de mieloma múltiplo, 
visualizadas em citologia de rotina fornecem informações prognósticas para os 
pacientes. 
 
No presente estudo, tanto a dimensão fractal como o “goodness of fit” 
foram fatores prognósticos independentes de sobrevida global dos pacientes junto 
com o ISS e a citogenética. 
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